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第一章 要旨 
細胞内大規模膜分解経路であるオートファジーは様々なストレスによって誘導され、
細胞内のタンパク質や細胞小器官を分解することにより、細胞の栄養の恒常性の維持や、
有害な細胞内構造体の除去を行っている。本研究では、RNAポリメラーゼ Iの転写阻
害によって、核小体崩壊とオートファジーが誘導されることを発見した。RNAポリメ
ラーゼ Iの転写阻害によって誘導されるオートファジーは、autophagy-related (ATG)
タンパク質特異的な siRNAやオートファジー阻害剤によって阻害されたが、核小体崩
壊は阻害されなかったことから、核小体崩壊はオートファジーの上流にあることが示唆
された。さらに核小体タンパク質 nucleophosmin(NPM)のノックダウンにより、RNA
ポリメラーゼ I転写阻害による、核小体崩壊によって誘導されるオートファジーは抑制
された。対照的に、NPMは従来から知られている栄養飢餓誘導性のオートファジーに
は関与せず、核小体崩壊も起こらなかった。以上の結果から、従来のオートファジーに
加え、核小体崩壊時にNPM依存的に誘導されるオートファジーの存在が示唆された。 
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第二章 序論 
真核生物の細胞は常に様々なストレスに晒されており、そのストレスに適切に応答し、
軽減することは、細胞の恒常性の維持に必須である 1。細胞のストレス応答機構の一つ
としてマクロオートファジーがある (以降マクロオートファジーをオートファジーと
表記する)1-4。オートファジーは細胞内大規模分解システムであり、細胞内のタンパク
質や小器官の分解を行う。初めにオートファジーが誘導されると、細胞質のタンパク質
や小器官が脂質二重膜によって取り囲まれた、オートファゴソームと呼ばれる構造体を
形成する。その後、オートファゴソームはリソソームと結合し、オートリソソームを形
成する。そしてオートリソソーム内の封入物は、リソソーム由来の加水分解酵素により
分解される 1-4。さらに近年では、ミトコンドリアを分解するマイトファジー、ペルオ
キシソームを分解するペキソファジー、核の一部を分解するヌクレオファジーなどの分
解基質特異的な選択的オートファジーが報告されている 1,5-7。オートファジーは酵母か
らヒトに至るまで、autophagy-related (ATG)タンパク質によって、幅広く保存されて
いる 2,4。 
 オートファジーは様々なストレスによって誘導される 1,5。初めにオートファジーは、
アミノ酸、グルコース、グロースファクターなどの栄養飢餓ストレスによって誘導され
ることが報告された 1,3,5。栄養飢餓誘導性のオートファジーは、細胞質の構造物を分解
することで、アミノ酸などを産生する。その結果、細胞の栄養とエネルギーの恒常性が
維持され、飢餓時における細胞の生存を促進する。例えば、オートファジーの機能を抑
制された変異体酵母では、飢餓状態における生存が抑制される 8。また ATG3, ATG5, 
ATG7のノックアウトマウスでは出生直後１日以内での死亡が確認されるが、これは出
生直後の飢餓状態に応答できないためであると考えられている 3。さらなる研究によっ
て、オートファジーが、低酸素、熱、紫外線、化合物といったストレスによって誘導さ
れることが報告された 1,3,6。それらのストレス時にオートファジーは、細胞内の損傷し
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たタンパク質や小器官を分解し、取り除くことにより、細胞の生存を促進していると考
えられている 1,3,5。 
 近年の研究により、RNAポリメラーゼ I (Pol I)依存的なリボソーマル RNA (rRNA)
合成の場である、核内構造体の核小体が、ストレス応答に関与することが明らかとなっ
た 9-13。様々な細胞内外からのストレスによって、核小体構造が破壊され、核小体スト
レスを引き起こす。この核小体崩壊によって、nucleophosmin (NPM), nucleostemin 
(NS), ribosomal protein (RP) S7 (RPS7), RPL5, RPL11, RPL23などの、核小体タンパ
ク質が核小体から細胞質へ局在を変化させる 11,14,15。これらの局在を変化させた核小体
タンパク質は、核内で癌抑制因子 p53の抑制因子である human double minute 2 
(HDM2)を抑制することで、p53のタンパク質の安定化と活性化を促進する 11,14,15。我々
は先行研究において、核小体タンパク質Myb-binding protein 1a (MYBBP1A)が核小体
崩壊時に p53の活性化を促進することを発見した 22。通常状態においてMYBBP1Aは
核小体の RNAを足場に核小体に局在している。しかし、ストレス時には Pol I転写が
抑制されることで、核小体内の RNA量が減少することから、MYBBP1Aは核小体から
核質へと局在を変化させる 16。核質においてMYBBP1Aは p53と直接結合し、p53と
p53の活性化因子であるp300との結合を促進することで、p53の活性化を促進する 16。
これらの報告から、核小体は核小体タンパク質の局在と p53の活性化を制御すること
で、様々なストレス状態においてストレスセンサーとして機能すると考えられている。 
 したがって、核小体はストレスセンサーとして機能し 9-13、オートファジーはストレ
ス応答機構の一つである 1-4。低酸素、熱、紫外線、化合物など、いくつかのストレス
は、核小体崩壊 10,12とオートファジー17-21を誘導する。さらに、Pol Iの転写開始前複
合体タンパク質の一つである RNA polymerase I-specific transcription initiation 
factor-IA (TIF-IA)の神経細胞特異的なコンデショナルノックアウトマウスの神経細胞
において、核小体崩壊とオートファジーが観察されている 22。またハンチントン病やパ
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ーキンソン病などの神経疾患の動物モデルにおいて、rRNA合成の低下と核小体崩壊が
報告されている 22-25。一方で神経疾患においてオートファジーは疾患の抑制に寄与して
いると考えられている 3,26,27。また多くの癌においては rRNA合成の促進と核小体の肥
大化が見られ 28-30、オートファジーの過剰な活性化も報告されている 31-33。これらの報
告は核小体とオートファジーの関係性を示唆している。 
本研究において私は、Pol I転写抑制によって、核小体崩壊とオートファジーが誘導
されることを発見した。さらに核小体崩壊誘導性のオートファジーには核小体タンパク
質 NPMが必要であることが判明した。対照的に一般的な栄養飢餓誘導性のオートファ
ジーにはNPMが関与しなかった。 
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略称 
3-MA; 3-methyladenin 
ActD; actinomycin D 
ADR; adriamycin 
ATG5; autophagy-related 5 
Baf; bafilomycin A1 
BECN1; beclin 1 
EGFP; enhanced GFP 
LC3B; microtubule-associated protein 1 light chain 3B 
NCL; nucleolin 
NPM; nucleophosmin 
POLR1A; polymerase (RNA) I polypeptide A 
Pol I; RNA polymerase I 
rRNA; ribosomal RNA 
TIF-IA; RNA polymerase I-specific transcription initiation factor-IA  
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第三章 結果 
1. Pol I転写阻害剤は核小体崩壊とオートファジーを誘導する。 
 核小体崩壊とオートファジーの関係性を確かめるため、私は細胞に核小体崩壊を誘導
することが知られる Pol I転写阻害剤を投与し、同時にオートファジーが誘導されるか
を評価した。オートファジーを評価するために、MCF-7細胞に EGFPタグ付きの
human microtubule-associated protein 1 light chain 3B (LC3B)を安定発現させた細
胞株を作製した(MCF-7/EGFP-LC3B細胞)。私はMCF-7/EGFP-LC3B細胞に Pol I転
写阻害剤 adriamycin (ADR)を 200nM投与し、オートファジーを誘導した(Fig. 1)。ADR
処理によって、核小体のマーカータンパク質である nucleolin (NCL)が核小体から核質
へと局在を変化させたことから、ADR による核小体崩壊の誘導が観察された(Fig. 1)。
GFPに対する抗体を使用した免疫染色により、ADR処理によって、オートファジー誘
導のマーカーである EGFP-LC3Bのドット形成が誘導された(Figs. 1 and 2)。さらに
ADRがオートファジーを誘導するのかを評価するために、オートファジーのマーカー
である LC3B-Iから LC3B-IIへの転換と p62のタンパク質量の低下をイムノブロッテ
ィングによって評価した。その結果、ADR処理によって、LC3B-Iから LC3B-IIへの
転換が促進し、p62のタンパク質量が低下した(Fig. 3)。これらの結果から、ADR処理
によって、核小体崩壊とオートファジーが誘導されることが判明した。 
 さらに私は、異なる Pol I転写阻害剤によってオートファジーが誘導されるかを調べ
るために、actinomycin D (ActD)を細胞に処理した。低濃度において Pol I特異的に阻
害することができる ActD35,36を、MCF-7/EGFP-LC3B細胞に 5μM処理した(Figs. 4 
and 5)。その結果、ADR処理時と同様に、ActD処理によって、核小体崩壊とEGFP-LC3B
のドット形成が誘導された(Figs. 4 and 5)。さらに ActD処理によって、LC3B-Iから
LC3B-IIへの転換が促進し、p62のタンパク質量が低下した(Fig. 6)。 
したがって、以上の結果から、Pol I転写阻害剤によって、核小体崩壊とオートファジ
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ーが誘導されることが示された。 
 
2. Pol I転写必須因子のノックダウンによって、核小体崩壊とオートファジーが誘導さ
れる。 
 Pol I転写阻害剤である ADRと ActDは、DNAの二重構造に導入される阻害剤であ
るため、細胞の DNAを損傷する可能性ある 19,34,35。そのため、ADRと ActDによって
誘導されたオートファジーが核小体崩壊によって誘導されたのか、DNA損傷によって
誘導されたのかを判断しにくい。そこで私は、Pol I転写の必須因子を siRNAを用いて
ノックダウンすることで Pol I転写を抑制したときに、核小体崩壊とオートファジーが
誘導されるかを評価した。Pol I転写開始前複合体タンパク質の一つである TIF-IA13,37
と、Pol Iの酵素サブユニットである the polymerase (RNA) I polypeptide A 
(POLR1A)38に対する siRNAを作製した。TIF-IAに対する siRNAを細胞に処理する
ことにより、核小体崩壊とオートファジーの誘導が観察された(Figs. 7 and 8)。またこ
の時、核小体崩壊の指標である pre-rRNAの減少と p53のタンパク質量の増加が確認
された(Figs. 9 and 10)。さらに TIF-IAの siRNAを用いたノックダウンによって、
LC3B-Iから LC3B-IIへの転換が促進し、p62のタンパク質量が低下した(Fig. 11)。同
様の結果が POLR1Aに対する siRNAの処理によっても観察された(Figs. 12―16)。 
 これらの結果から、Pol I転写必須因子のノックダウンによって、核小体崩壊とオート
ファジーが誘導されることが確認された。しかしながら、核小体崩壊によってオートフ
ァジーが誘導されるのか、オートファジーによって核小体崩壊が誘導されるのかは不明
である。 
 
3. ATGタンパク質のノックダウンとオートファジー阻害剤は、TIF-IAのノックダウ 
によって誘導されるオートファジーを抑制するが、核小体崩壊を抑制しない。 
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 核小体崩壊がオートファジーを誘導するのか、オートファジーによって核小体崩壊が
誘導されるのかを確かめるために、オートファジーを抑制したときの核小体の形態を評
価した。初めに ATG タンパク質である beclin 1 (BECN1)と ATG5に対する siRNAを
作製した。BECN1はクラス IIIのホスファチジルイノシトール 3キナーゼ(PI3K)であ
り、初期のオートファゴソーム形成に必須の因子である 1,2,39。ATG5は ATG12と
ATG16L1と共に複合体を形成し、LC3-Iから LC3-IIへの転換を制御する 1,2,39。BECN1
と ATG5の siRNAを用いたノックダウンによって、TIF-IAの siRNAによって誘導さ
れた EGFP-LC3Bのドット形成は抑制された(Figs. 17 and 18)。しかし TIF-IAの
siRNAによって誘導された NCLの局在変化は抑制されなかった(Figs. 17 and 18)。ま
た BECN1と ATG5のノックダウンは、TIF-IAのノックダウンによって誘導された
LC3B-Iから LC3B-IIへの転換を抑制した(Fig. 19)。したがって、TIF-IAのノックダ
ウンによって誘導されたオートファジーは、報告されているオートファジーと同様に、
BECN1と ATG5のノックダウンによって抑制されるが、TIF-IAのノックダウンによ
って誘導された核小体崩壊は BECN1と ATG5のノックダウンによって抑制されない
ことが示された。 
 次に TIF-IAのノックダウンによって誘導されたオートファジーと核小体崩壊が、オ
ートファジーの阻害剤により抑制されるかを評価した。3-Methyladenine(3-MA)は
PI3Kの阻害剤であり、初期のオートファゴソーム形成を抑制するオートファジー阻害
剤である 39。この 3-MA処理によって、TIF-IAのノックダウンによって誘導されたオ
ートファジーと核小体崩壊が抑制されるかを評価した。その結果、3-MAによって、
TIF-IAのノックダウンによって誘導されたオートファジーは抑制されたが、核小体崩
壊は抑制されなかった(Figs. 20 and 21)。また 3-MAは TIF-IAのノックダウンによっ
て誘導された LC3B-Iから LC3B-IIへの転換を抑制した(Fig. 22)。 
 さらにプロトン ATPアーゼ特異的な阻害剤である、オートファジー阻害剤 bafilomycin 
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A14,39によって、TIF-IAのノックダウンによって誘導されたオートファジーと核小体崩
壊が抑制されるのかを確認した。Bafilomycin A1はオートファゴソームとリソソーム
の結合を阻害することで、オートファジーを抑制する阻害剤である。その結果、
bafilomycin A1処理により、TIF-IAのノックダウンによって誘導された EGFP-LC3B
のドット形成が過剰に促進されたことから、オートファジーの抑制が確認された。しか
し、bafilomycin A1処理によって、核小体崩壊の抑制は見られなかった(Figs. 23 and 24)。
またイムノブロッティングの結果、bafilomycin A1は TIF-IAのノックダウンによって
誘導された LC3B-IIのタンパク質量の増加を促進したことから、bafilomycin A1によ
るオートファゴソームの分解抑制が見られた(Fig. 25)。 
以上の結果から、本実験で使用した ATGタンパク質のノックダウンとオートファジ
ー阻害剤によって、TIF-IAのノックダウンで誘導されたオートファジーは抑制できた
が、核小体崩壊は抑制されなかった。したがって、Pol I転写抑制によって誘導される
オートファジーは従来のオートファジーと似た誘導機構を持つことが示唆された。また
Pol I転写抑制によって誘導されるオートファジーの上流に核小体崩壊が存在すること
が示唆された。 
 
4. TIF-IAノックダウン誘導性のオートファジーは p53非存在下でも誘導される。 
 多くの研究グループが、核小体崩壊によって p53が活性化し、p53標的遺伝子の発現
が亢進されることを報告している 11,16。さらに TIF-IA遺伝子欠損マウスの神経細胞に
おいて、p53の活性化とオートファジーの誘導が観察されている 22。そこで私は、本研
究における Pol I転写抑制によって誘導されるオートファジーが p53依存的に誘導され
るのかを評価した。MCF-7/EGFP-LC3B細胞に p53と TIF-IAに対する siRNAを組み
合わせて処理し、p53ノックダウン時における、オートファジーの誘導を評価した(Figs. 
26―28)。その結果、p53と TIF-IAのダブルノックダウンした細胞において、核小体
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崩壊と EGFP-LC3Bのドット形成の誘導(Figs. 26 and 27)と, LC3B-Iから LC3B-IIへ
の転換と p62のタンパク質量の減少が観察された(Fig. 28)。よって、
MCF-7/EGFP-LC3B細胞において、TIF-IAノックダウンによって誘導されるオートフ
ァジーは p53のノックダウン条件下でも誘導することができた。 
 さらに p53が機能していないヒト子宮頸癌細胞株である HeLa細胞 40,41において、
TIF-IAのノックダウンにより、オートファジーが誘導できるかを評価した。HeLa細
胞はMCF-7/EGFP-LC3B細胞と同様に、TIF-IAの siRNA処理により、Pol I転写の
抑制が見られた(Fig. 29)。免疫染色によって、HeLa細胞でのオートファジー誘導を評
価したところ、TIF-IAノックダウンにより、核小体崩壊と EGFP-LC3Bのドット形成
が誘導された(Figs. 30 and 31)。また HeLa細胞のイムノブロッティングの結果から、
TIF-IAのノックダウンによる LC3-IIのタンパク質量の増加と、p62のタンパク質量の
減少が見られた(Figs. 32 and 33)。 
 したがって、MCF-7/EGFP-LC3細胞とHeLa細胞の結果から、本研究条件において、
TIF-IAのノックダウンによって誘導されるオートファジーは、p53非存在下でも誘導
されることが示唆された。 
 
5. NPMは Pol I転写抑制誘導性のオートファジーに必要である。 
 Pol I転写抑制により、核小体崩壊とオートファジーが誘導されたことから、核小体
崩壊とオートファジーの関係性が示唆される。私は一つの仮説として、核小体崩壊によ
って核小体タンパク質が核小体から局在変化し、オートファジーを誘導しているのでは
ないかと考え、この仮説を検証した。仮説検証のため、核小体タンパク質に対する
siRNAのライブラリーを作製し 42、HeLa細胞を用いて核小体タンパク質のスクリーニ
ングを行った。オートファジー誘導の指標として、LC3-IIのタンパク質量の増加を用
い、TIF-IAのノックダウンにより誘導された LC3-IIタンパク質量の増加を、ノックダ
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ウンによって抑制できる核小体タンパク質を選別した。このスクリーニングの結果、私
は核小体タンパク質 NPMを同定した。NPMは主に核小体に局在し、多機能タンパク
質と知られ、様々な細胞内機構に関与している 43-46。加えて、NPMのオートファジー
における機能は報告されていない。 
 初めに従来の報告通り 13,16,22、NPMが Pol I転写抑制時に核小体から局在を変化させ
るのかを確認した(Figs. 34 and 35)。次に NPMが TIF-IAのノックダウンによって誘
導されるオートファジーに関与するかを、免疫染色法を用いて評価した(Figs. 36 and 
37)。その結果、TIF-IAによって誘導される EGFP-LC3Bのドット形成は、NPMに対
する siRNA処理によって抑制された(Figs. 36 and 37)。またこの時、NPMのノックダ
ウンによって、NCLの局在変化は抑制されなかった(Fig. 36)。さらに透過型電子顕微
鏡による解析の結果、TIF-IAのノックダウンによって誘導されたオートファジー空胞
(オートファゴソーム＋オートリソソーム)の増加が、NPMとのダブルノックダウンに
よって、抑制された(Fig. 38)。同様に TIF-IAのノックダウンによって誘導された
LC3B-IからLC3B-IIへの転換は、NPMのノックダウンによって抑制された(Fig. 39)。 
 さらなる評価として、POLR1Aのノックダウンによって誘導されるオートファジー
における、NPMの機能を観察した(Figs. 40―42)。その結果、POLR1Aノックダウン
によって誘導される EGFP-LC3Bのドット形成と、LC3B-Iから LC3B-IIへの転換は、
NPMとのダブルノックダウンによって抑制された(Figs. 40―42)。 
 以上の結果から、Pol I転写抑制誘導性のオートファジーに NPMは必要であること
が示唆された。 
 以前の研究から、NPMは核小体崩壊時に p53の安定化に寄与することが報告されて
いる 14,28,47。したがって、NPMは p53を活性化させることでオートファジーを誘導し
ている可能性が考えられる。しかしながら、イムノブロットの結果から、TIF-IAによ
って誘導された p53のタンパク質量の増加は、NPMのノックダウンによって抑制され
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なかった(Fig. 43)。よって、本研究条件において、NPMは Pol I転写抑制時において、
p53の活性化とは非依存的に、オートファジーを誘導していることが示唆された。 
 
6. NPMのノックダウンは栄養飢餓誘導性のオートファジーには影響しない。 
 最後に、NPMが栄養飢餓によって誘導されるオートファジーに関与するのかを評価
した(Figs. 44―47)。初めに栄養飢餓時に NPMが核小体から局在を変化させるのかを
検討した(Fig. 44)。その結果、栄養飢餓(血清とアミノ酸飢餓)とbafilomycin A1処理は、
NPMの核小体局在に影響を与えなかった(Fig. 44)。次に NPMが栄養飢餓誘導性のオ
ートファジーに寄与するのかを検討した(Figs. 45―47)。核小体構造は、栄養飢餓(血清
とアミノ酸飢餓)、bafilomycin A1、NPMの siRNA処理によって、大きな変化は見ら
れなかった(Fig. 45: panels 1-8)。Bafilomycin A1とコントロール siRNA処理によって、
EGFP-LC3Bのドット形成が誘導された(Fig. 45: panel 10)。このドット形成は栄養飢
餓培地によって促進された(Fig. 45: panel 12)。同様な結果が NPMの siRNA処理を行
った細胞でも得られた。Bafilomycin A1とNPMの siRNA処理によって、EGFP-LC3B
のドット形成が誘導された(Fig. 45: panel 14)。さらにこのドット形成は栄養飢餓培地
によって促進された(Fig. 45: panel 16)。NPMの栄養飢餓誘導性オートファジーにおけ
る機能をさらに評価すべく、イムノブロッティングによる解析を行った(Fig. 47)。その
結果、NPMのノックダウンは、栄養飢餓によって誘導される LC3B-Iから LC3B-IIへ
の転換に大きな影響を与えないことが観察された(Fig. 47)。 
 以上の結果から、NPMは栄養飢餓誘導性のオートファジーには関与しないことが示
唆された。 
 本研究の実験結果を Figure 48でモデルにした。本研究によって、Pol I転写抑制に
よる核小体崩壊によって、オートファジーが誘導されることが示唆された。さらに Pol 
I転写抑制誘導性のオートファジーに核小体タンパク質 NPMが必要であることが示唆
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された。また NPMは一般的な栄養飢餓誘導性にオートファジーには関与しないことが
示唆された。これらの結果は、一般的なオートファジーに加え、NPM依存的な Pol I
転写抑制誘導性のオートファジーが存在する可能性を示している(Fig. 48)。 
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第四章 考察 
 近年の研究により、核小体がリボソームを産生するという従来の機能に加え、細胞周
期、細胞増殖、ストレス応答など、多くの細胞内の機構に関与することが報告されてい
る 9-11,42。また核小体の異常と疾患との関係も報告されている 22,23,28,29。本研究において、
私は様々な方法によって核小体崩壊を誘導したときに、オートファジーが誘導されるこ
とを発見した(Figs. 1―16)。核小体崩壊とオートファジーが同時に誘導されたことから、
核小体崩壊とオートファジーに関係性があることが考えられる。さらに、ATGタンパ
ク質の siRNAとオートファジー阻害剤の処理によって、Pol I転写抑制によって誘導さ
れるオートファジーは抑制できたが、核小体崩壊を抑制することができなかったため、
Pol I転写抑制によって誘導されるオートファジーは報告されているオートファジーと
どう核小体崩壊がオートファジーの上流に位置する可能性が考えられる(Figs. 17―25)。 
 核小体崩壊がオートファジーを誘導すると仮定し、その誘導機構として 2つの仮説を
考えた。１つは「核小体崩壊による、リボソーム産生の抑制によって、オートファジー
が誘導される可能性」。もう１つは「核小体崩壊による、核小体タンパク質が局在変化
をすることにより、オートファジーが誘導される可能性」。１つ目の仮説に着目したと
ころ、以前の研究から、リボソームのタンパク質合成阻害剤である cycloheximide処理
によって、オートファジーが阻害できることが報告されていたため 48,49、可能性が低い
と判断した。そこで２つ目の仮説について検証すべく、Pol I転写抑止誘導性のオート
ファジーに関与する、核小体タンパク質のスクリーニングを行った。スクリーニングの
結果から、私はNPMを見つけた。NPMは様々な細胞において発現が見られ、多機能
タンパク質と知られ、主に核小体に局在するタンパク質である 43-46。 
NPMのノックダウンは核小体崩壊に影響を与えずに、Pol I転写抑制誘導性のオート
ファジーを抑制した(Figs. 34―42)。さらに NPMは一般的な栄養飢餓によって誘導さ
れるオートファジーに関与しなかった(Figs. 44―47)。また栄養飢餓によって、核小体
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崩壊と NPMの局在変化は観察されなかった(Figs. 44 and 45)。これらの結果から、
NPMは一般的なオートファジーとは異なる機構で、Pol I転写抑制時にオートファジー
を誘導しているのかもしれない(Fig. 48)。以前の報告から、核小体崩壊時に p53がオー
トファジーの誘導に関与するということが示されている 22。NPMは核小体崩壊時に
p53の安定化に関与することが報告されているため 14,47、NPMは p53の安定化を介し
てオートファジーの誘導に寄与しているかもしれない。しかし、本研究において NPM
は p53が機能していない細胞株であるHeLa細胞におけるスクリーニングによって同
定した。さらにNPMのノックダウンは、TIF-IAのノックダウンにより誘導された、
p53のタンパク質の安定化を抑制しなかった(Fig. 43)。したがって、本実験条件下では、
NPMは p53の活性化とは別の経路でオートファジーを誘導することが示唆される。よ
って、核小体崩壊時には、NPM依存的な経路と p53依存的な経路が存在することが示
唆された(Fig. 48)。 
オートファジーは神経疾患や癌をはじめ、様々な疾患に関与することが報告されてい
る 3,26,27,31-33。加えて、神経疾患と癌において、核小体の異常が報告されている 22-25,28-30。
神経疾患の動物実験モデルにおいて、rRNA転写と核小体の体積の減少が示されている
22-25。神経細胞特異的な TIF-IAのノックアウトマウスでは、神経細胞での核小体崩壊
と神経疾患の症状を示す 22,24。したがって、核小体崩壊は神経疾患の一つの原因となり
うる。また神経疾患において、オートファジーが疾患の抑制に寄与するという報告があ
る 3,26,27。例えば、神経細胞特異的な TIF-IAのノックアウトマウスでは、p53が活性化
し、p53の標的遺伝子である PTENの働きにより、オートファジーが誘導され、神経
細胞死を抑制する 22。さらに神経細胞特異的な Atg5と Atg7のノックアウトマウスで
は、神経疾患の症状を示す 50,51。これらの報告はオートファジーが神経疾患を抑制して
いることを示している。NPMは核小体崩壊によって局在を変化させるタンパク質であ
る 12,13。また NPMの過剰発現によって、神経細胞死を抑制できるといる細胞モデルで
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の報告がある 52。したがって、本研究結果から、核小体崩壊時にオートファジーの誘導
に必要である NPMは(Figs. 35―42)、オートファジーを誘導することで、神経疾患に
おいても重要な役割を担うかもしれない。ゆえに、NPMは神経疾患を治療するための
重要な標的分子になるかもしれない。 
 次に癌における、核小体、オートファジー、NPMの機能を考察する。多くの癌細胞
において、神経疾患とは対照的に、rRNA合成の増加と核小体の肥大化が観察されてい
る 28-30。オートファジーは一般的に、細胞の癌化の初期には癌化を抑制するが、癌細胞
では過剰に促進されていることが知られている 31-33。しかしながら、核小体の異常とオ
ートファジーの活性化を関係づける報告はない。私は NPMが、核小体とオートファジ
ーを関係づける因子になるのではないかと提案する。NPMは胃癌、大腸癌、卵巣癌、
前立腺癌などの多くの癌細胞において、過剰発現が見られる 43,53,54。NPMは、細胞増
殖を促進し、細胞分化とアポトーシスを抑制することにより、癌化を促進することが報
告されている 43,53,54。また 30％以上の急性骨髄性白血病(AML)患者において、NPMの
細胞質局在型の変異が見られる 55,56。したがって、NPMの核小体からの局在変化は、
オートファジーを過剰に活性化させることで、細胞の癌化を促進しているという仮説が
考えられる。もしもこの仮説が正しいならば、オートファジー阻害剤が抗癌剤としての
機能を示すという報告と同様に 31-33,57、NPMの局在変化が見られる癌の治療に、オー
トファジー阻害剤は高い効果を示すかもしれない。さらにNPMは新たな癌治療法の確
立における重要な因子となる可能性がある。 
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第五章 実験材料・手法 
細胞培養 
ヒト乳癌細胞株MCF-7細胞とヒト子宮頸癌細胞株HeLa細胞はDMEM培地(Sigma, St. 
Louis, MO, USA)で培養した。全ての培地には10% FBSとpenicillin–streptomycin 
mixed solution (Nacalai tesque)が加えられた。細胞は37℃、CO2濃度5.0%、湿度100%
で培養された。 
 
プラスミド 
Human LC3Bの全長のcDNAは、MCF-7のRNAを逆転写し、polymerase chain 
reaction (PCR)を行い増幅させたものを使用した。PCRの増幅に以下のプライマーを使
用した。 
Human LC3B forward, 5′-GGCGAATTCGATGCCGTCGGAGAAGACCTTC-3′ and 
reverse, 5′-GGCGTCGACTTACACTGACAATTTCATCCC-3′. 
クローニングしたcDNAはpEGFP-C1 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)に導入
し、pEGFP-C1-LC3Bプラスミドを作製した。 
 
Stable細胞の作製 
MCF-7 細胞にpEGFP-C1-LC3BプラスミドをLipofectamine LTX & Plus Reagent 
(Invitrogen)を用いて導入した。48時間後、細胞の選別のため、0.5 mg/ml G418を含む
DMEMで14日間培養し、5つのstable細胞株(MCF-7/EGFP-LC3B)を作製した。 
 
siRNAトランスフェクション 
30-50%の濃度で培養された細胞にLipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)を用いて、以
下の配列のsiRNAを36-72時間トランスフェクションした。 
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siRNA 
全ての siRNAは Invitrogenで作成した。siRNAの配列は以下の通りである。 
human TIF-IA#1-siRNA sense: 5′-CGACACCGUGGUUUCUCAUGCCAAU-3′ and 
antisense: 5′-AUUGGCAUGAGAAACCACGGUGUCG-3′; human TIF-IA#2-siRNA 
sense: 5′-AGGAUGUCUGCUAUGUAGAUGGUAA-3′ and antisense, 
5′-UUACCAUCUACAUAGCAGACAUCCU-3′; human POLR1A#1-siRNA sense: 
5′-CCUAGGAGACCAGAUGUUUACUAAU-3′ and antisense: 
5′-AUUAGUAAACAUCUGGUCUCCUAGG-3′; human POLR1A#2-siRNA sense: 
5′-CAACAGCAAGUUGACUAUCACGUUU-3′ and antisense: 
5′-AAACGUGAUAGUCAACUUGCUGUUG-3′; human BECN1-siRNA sense: 
5′-CCACUCUGUGAGGAAUGCACAGAUA-3′ and antisense: 
5′-UAUCUGUGCAUUCCUCACAGAGUGG-3′; human ATG5-siRNA sense: 
5′-CAAAGAAGUUUGUCCUUCUGCUAUU-3′ and antisense: 
5′-AAUAGCAGAAGGACAAACUUCUUUG-3′; human p53#1-siRNA sense:       
5′- UUCCGUCCCAGUAGAUUACCACUGG-3′ and antisense: 
5′- CCAGUGGUAAUCUACUGGGACGGAA-3′; human p53#2-siRNA sense: 
5′- GCUUCGAGAUGUUCCGAGAGCUGAA-3′ and antisense: 
5′- UUCAGCUCUCGGAACAUCUCGAAGC-3′; human NPM1#1-siRNA sense: 
5′-GAUGACUGACCAAGAGGCUAUUCAA-3′ and antisense: 
5′-UUGAAUAGCCUCUUGGUCAGUCAUC-3′ and human NPM1#2-siRNA sense: 
5′-UGUAUGGAAUGUUAUGAUAGGACAU-3′ and antisense: 
5′-AUGUCCUAUCAUAACAUUCCAUACA-3′.  
siRNAのコントロールとして、StealthTM RNAi Luciferase Reporter Control Duplex
を使用した。 
 
抗体 
anti-GFP、anti-p62/SQSTM1、anti-BECN1、anti-ATG5、anti-LC3抗体はMBL 
International (Woburn, MA, USA)で購入した(598, PM045, PM017, M153-3、 
PM036)。anti-β-actinと anti-p53抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 
USA)で購入した(sc-47778、sc-126)。anti-NCL抗体は Abcam (Cambridge, MA, USA)
で購入した(ab-13541)。anti-NPM抗体は Invitrogenで購入した(32-5200)。 
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免疫染色 
スライドチャンバーで培養された細胞を、phosphate-buffered saline (PBS; 140 mM 
NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4 and 8.1 mM Na2HPO4)で洗浄し、4% 
paraformaldehyde phosphate buffer solution (Wako Pure Chemical, Osaka, Japan)
で 10分間固定した。PBSで 2回洗浄したのち、PBS で希釈した 0.1% Triton X-100
で透過処理を行い、containing 1% bovine serum albuminと 10% foetal bovine serum
を含む 0.1% Triton X-100でブロッキングを行った。MCF-7/EGFP-LC3B細胞は
anti-GFP、anti-NCL、または anti-NPM抗体と共に、HeLa細胞は anti-LC3、 anti-NCL
または anti-NPM抗体と共に、4℃で 6時間培養した。0.1% Triton X-100で洗浄後、
二次抗体として Alexa Fluor 488- and 594-conjugated secondary antibodies 
(Invitrogen)を用いて、一時間培養した。その後、Vectashield (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA, USA)を添加し、カバーガラスで封入した。免疫染色のシグナルは
Biorevo BZ-9000蛍光顕微鏡(Keyence, Osaka, Japan)を用いて検出した。三回の独立
した実験を行い、150個以上の細胞について、EGFP-LC3Bと LC3のドット数を計測
した。三回の独立した実験を行い、100個以上の細胞について、NCLの局在が核質に
変化した細胞数を計測した。 
 
イムノブロッティング 
細胞の抽出物をポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し、PVDFメンブレンに転
移した。3% skim milkを含むTBS-T buffer [20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 
and 0.05% Tween20]でメンブレンを30分間ブロッキングした後、メンブレンに一時抗
体と共に4℃で一晩培養した。TBS-T bufferで3回洗浄した後、horseradish peroxidase
結合二次抗体と90分間培養した。バンドはChemi-Lumi One (Nacalai tesque) と
Immobilon Western blotting detection kit (Millipore)を用いて検出した。ストリッピ
ングにはWB stripping solution (Nacalai tesque)を用いた。 
 
電子顕微鏡 
MCF-7細胞を2% glutaraldehydeを含む0.1 M phosphate bufferを用いて、4℃で前固
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定した。0.1 M phosphate bufferで細胞を洗浄後、2% osmium tetraoxideを用いて、3
時間後固定した。固定した細胞をエタノールで脱水し、エポキシ樹脂に包埋した。超薄
切片を2% uranyl acetateで染色し、JEM-1200EX電子顕微鏡で観察した。100μm2 
以上の細胞質を観察し、その中のオートファジー空胞の面積を計測した。 
 
RT-qPCR 
RNAを培養細胞からSepasol RNA I Super reagent (Nacalai tesque, Kyoto, Japan)を
用いて回収し、PrimeScript RT-PCR kit (TaKaRa, Shiga, Japan)を用いて逆転写した。  
RT–qPCR はThermal Cycler Dice Real Time System (TaKaRa)とPlatinum SYBR 
Green qPCR SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて行った。PCRの増幅
のため、以下のプライマーを使用した。 
human β-actin:  
5′- CCAACCGCGAGAAGATGA -3′ and 5′-CCAGAGGCGTACAGGGATAG -3′ 
pre-rRNA: 
5′-GAACGGTGGTGTGTCGTTC-3′, and 5′-GCGTCTCGTCTCGTCTCACT-3′ 
実験結果はb-actinで補正した。 
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Figure 1 Pol I転写阻害剤ADRは核小体崩壊とEGFP-LC3Bのドット形成を誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に0.2 µM ADRを24時間処理した。細胞を固定後、蛍光顕微鏡を
用いて観察した。固定した細胞はnucleolinとLC3Bを検出するため、nucleolin (赤)抗体と
GFP (LC3B;緑)抗体で染色した。左下のグラフは核小体が壊れている細胞の割合 (％)を示
す。右下のグラフは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドッド数を示す。実験結果は3回の独立
した実験の平均値+標準偏差を表す。
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Figure 2 Pol I転写阻害剤ADRはEGFP-LC3Bのドット形成を誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B 細胞に0.2 µM ADR を24時間処理した。細胞は固定後、GFP抗体で
LC3Bを染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表している。
150個以上の細胞を、3回の独立した実験において評価した。
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Figure 3 Pol I転写阻害剤ADRはLC3B-I からLC3B-IIへの転換と、p62の減少を促進する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に0.2 µM ADRを処理した。細胞抽出液をイムノブロッティング
により解析した。LC3B-IとLC3B-IIを検出するためにGFP抗体を、p62の検出のために
p62抗体を用いた。
Figure 4
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Figure 4 Pol I転写阻害剤ActDは核小体崩壊とEGFP-LC3Bのドット形成を誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に5 nM ActDを24時間処理した。細胞を固定後、蛍光顕微鏡を用
いて観察した。固定した細胞はnucleolinとLC3Bを検出するため、nucleolin (赤) 抗体と
GFP (LC3B;緑)抗体で染色した。左下のグラフは核小体が壊れている細胞の割合 (％)を示
す。右下のグラフは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドッド数を示す。実験結果は3回の独立
した実験の平均値+標準偏差を表す。
Figure 5
20
40
60
80
100
0N
um
be
ro
fp
un
ct
a
(%
)
0-
10
11
-2
0
21
-3
0
31
-4
0
41
-5
0
51
-6
0
>6
0
Cont.
20
40
60
80
100
0N
um
be
ro
fp
un
ct
a
(%
)
0-
10
11
-2
0
21
-3
0
31
-4
0
41
-5
0
51
-6
0
>6
0
ActD
Histogram of Figure 4
Figure 5 Pol I転写阻害剤ActDはEGFP-LC3Bのドット形成を誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B 細胞に5 nM ActDを24時間処理した。細胞は固定後、GFP抗体で
LC3Bを染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表している。
150個以上の細胞を、3回の独立した実験において評価した。
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Figure 6 Pol I転写阻害剤ActDはLC3B-I からLC3B-IIへの転換と、p62の減少を促進する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に5 nM ActDを処理した後、細胞抽出液をイムノブロッティング
により解析した。LC3B-IとLC3B-IIを検出するためにGFP抗体を、p62の検出のために
p62抗体を用いた。
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Figure 7 Pol I転写必須因子TIF-IAのノックダウンは、核小体崩壊とEGFP-LC3Bのドッ
ト形成を誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont) とTIF-IA (siTIF-IA#1) に対するsiRNAを
60時間処理した。細胞を固定後、蛍光顕微鏡を用いて観察した。固定した細胞は
nucleolinとLC3Bを検出するため、nucleolin (赤)抗体とGFP (LC3B;緑)抗体で染色した。
左下のグラフは核小体が壊れている細胞の割合 (％)を示す。右下のグラフは1細胞あたり
のEGFP-LC3Bのドッド数を示す。実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表
す。
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Figure 8 Pol I転写必須因子TIF-IAのノックダウンは、EGFP-LC3Bのドット形成を誘導
する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にsiCont.とsiTIF-IA#1を60時間処理した。細胞は固定後、
GFP抗体でLC3Bを染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表
している。150個以上の細胞を、3回の独立した実験において評価した。
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Figure 9 Pol I転写必須因子TIF-IAのノックダウンはrRNA転写を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記のsiRNAを60時間処理し、pre-rRNA量をRT-qPCRによっ
て計測した。実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表す。
Figure 10
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Figure 10 Pol I転写必須因子TIF-IAのノックダウンはp53のタンパク質の蓄積を促進する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont) とTIF-IA (siTIF-IA#1 and #2) に対する
siRNAを表記の時間処理した後、細胞抽出液をイムノブロッティングによって解析した。
Figure 11
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Figure 11 Pol I転写必須因子TIF-IAのノックダウンにより、LC3B-IからLC3B-IIへの転換
と、p62の減少が誘導される
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont) とTIF-IA (siTIF-IA#1 and #2) に対する
siRNAを表記の時間処理した後、細胞抽出液をイムノブロッティングによって解析した。
Figure 12
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Figure 12 Pol I転写必須因子POLR1Aのノックダウンは、核小体崩壊とEGFP-LC3Bの
ドット形成を誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont) とPOLR1A (siPOLR1A#1) に対する
siRNAを60時間処理した。細胞を固定後、蛍光顕微鏡を用いて観察した。固定した細胞は
nucleolinとLC3Bを検出するため、nucleolin (赤)抗体とGFP (LC3B;緑)抗体で染色した。
左下のグラフは核小体が壊れている細胞の割合 (％)を示す。右下のグラフは1細胞あたりの
EGFP-LC3Bのドッド数を示す。実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表す。
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Figure 13 Pol I転写必須因子POLR1Aのノックダウンは、EGFP-LC3Bのドット形成を誘
導する
MCF-7/EGFP-LC3B 細胞にsiCont.とsiPOLR1A#1を60時間処理した。細胞は固定後、
GFP抗体でLC3Bを染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表
している。150個以上の細胞を、3回の独立した実験において評価した。
Figure 14
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Figure 14 Pol I転写必須因子POLR1AのノックダウンはrRNA転写を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記のsiRNAを60時間処理し、pre-rRNA量をRT-qPCRによっ
て計測した。実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表す。
Figure 15
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Figure 15 Pol I転写必須因子POLR1Aのノックダウンはp53のタンパク質の蓄積を促進す
る
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont)とPOLR1A (siPOLR1A#1 and #2)に対する
siRNAを表記の時間処理した後、細胞抽出液をイムノブロッティングによって解析した。
LC3Bの検出にGFP抗体を使用した。
Figure 16
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Figure 16 Pol I転写必須因子POLR1Aのノックダウンにより、LC3B-IからLC3B-IIへの転
換と、p62の減少が誘導される
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont)とPOLR1A (siPOLR1A#1 and #2)に対する
siRNAを表記の時間処理した後、細胞抽出液をイムノブロッティングによって解析した。
LC3Bの検出にGFP抗体を使用した。
Figure 17
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Figure 17 BECN1とATG5のノックダウンは、TIF-IAノックダウンにより誘導される
EGFP-LC3Bのドット形成を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記した組み合わせでsiRNAを60時間処理した。細胞を固定後、
蛍光顕微鏡を用いて観察した。固定した細胞はnucleolinとLC3Bを検出するため、
nucleolin (赤)抗体とGFP (LC3B;緑)抗体で染色した。左下のグラフは核小体が壊れている
細胞の割合 (％)を示す。右下のグラフは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドッド数を示す。実
験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表す。
Figure 18
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Figure 18 BECN1とATG5のノックダウンは、TIF-IAノックダウンにより誘導される
EGFP-LC3Bのドット形成を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記した組み合わせでsiRNAを60時間処理した。細胞は固定後、
GFP抗体でLC3Bを染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表
している。150個以上の細胞を、3回の独立した実験において評価した。
Figure 19
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Figure 19 BECN1とATG5のノックダウンは、TIF-IAノックダウンにより誘導される
LC3B-IからLC3B-IIへの転換を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記した組み合わせでsiRNAを60時間処理した。それらの細胞
抽出液を調整し、イムノブロッティングにより解析した。 LC3Bの検出のため、GFP抗体
を使用した。
Figure 20
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Figure 20 3-MAは、TIF-IAノックダウンにより誘導されるEGFP-LC3Bのドット形成を抑
制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記した組み合わせでsiRNAを36時間処理した後、通常培地
と3 mM 3-MAが含まれる培地で12時間培養した。細胞を固定後、蛍光顕微鏡を用い
て観察した。固定した細胞はnucleolinとLC3Bを検出するため、nucleolin (赤)抗体とGFP
(LC3B;緑)抗体で染色した。 左下のグラフは核小体が壊れている細胞の割合 (％)を示す。
右下のグラフは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドッド数を示す。実験結果は3回の独立した
実験の平均値+標準偏差を表す。
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Histogram of Figure 20
Figure 21 3-MAは、TIF-IAノックダウンにより誘導されるEGFP-LC3Bのドット形成を抑
制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記した組み合わせでsiRNAを36時間処理した後、通常培地
と3 mM 3-MAが含まれる培地で12時間培養した。細胞は固定後、GFP抗体でLC3Bを
染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表している。150個以
上の細胞を、3回の独立した実験において評価した。
Figure 22
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Figure 22 3-MAは、TIF-IAノックダウンにより誘導されるLC3B-IからLC3B-IIへの転換
を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記した組み合わせでsiRNAを36時間処理した後、通常培地
と3 mM 3-MAが含まれる培地で12時間培養した。細胞抽出液を調整し、イムノブ
ロッティングにより解析した。 LC3Bの検出のため、GFP抗体を使用した。
Figure 23
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Figure 23 Bafilomycin A1は、TIF-IAノックダウンによって誘導されるEGFP-LC3Bの
ドット形成を促進する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にsiContとsiTIF-IA#1を48時間処理した後、通常培地と100 nM
bafilomycin A1を含む培地で2時間培養した。細胞を固定後、蛍光顕微鏡を用いて観察した。
固定した細胞はnucleolinとLC3Bを検出するため、nucleolin (赤)抗体とGFP (LC3B;緑)抗
体で染色した。左下のグラフは核小体が壊れている細胞の割合 (％)を示す。右下のグラフ
は1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドッド数を示す。実験結果は3回の独立した実験の平均値
+標準偏差を表す。
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Histogram of Figure 23
Figure 24 Bafilomycin A1は、TIF-IAノックダウンによって誘導されるEGFP-LC3Bの
ドット形成を促進する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にsiContとsiTIF-IA#1を48時間処理した後、通常培地と100 nM
bafilomycin A1を含む培地で2時間培養した。細胞は固定後、GFP抗体でLC3Bを染色した。
ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表している。150個以上の細胞を、
3回の独立した実験において評価した。
Figure 25
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Figure 25 Bafilomycin A1は、TIF-IAノックダウンによって誘導されるLC3B-IIの蓄積を
促進する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にsiContとsiTIF-IA#1を48時間処理した後、通常培地と100 nM
bafilomycin A1を含む培地で2時間培養した。細胞抽出液を調整し、イムノブロッティング
により解析した。 LC3Bの検出のため、GFP抗体を使用した。
Figure 26
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Figure 26 p53非存在下において、TIF-IAのノックダウンは核小体崩壊とEGFP-LC3Bのドット
形成を誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記の組み合わせでsiRNAを60時間処理し、免疫染色により解析を行っ
た。nucleolinとLC3Bを検出するため、nucleolin (赤)抗体とGFP (LC3B;緑)抗体で染色し
た。左下のグラフは核小体が壊れている細胞の割合 (％)を示す。右下のグラフは1細胞あ
たりのEGFP-LC3Bのドッド数を示す。実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差
を表す。
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Figure 27 p53非存在下において、TIF-IAのノックダウンはEGFP-LC3Bのドット形成を
誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に、表記の組み合わせでsiRNAを60時間処理した。細胞は固定後、
GFP抗体でLC3Bを染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表
す。3回の独立した実験において、150個以上の細胞を評価した。
Figure 28
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Figure 28 p53非存在下において、TIF-IAのノックダウンはLC3B-IからLC3B-IIへの転換と、
p62の減少を誘導する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont)、 p53 (sip53#1 and #2) とTIF-IA (siTIF-IA#1)を処
理し、イムノブロッティングにより解析した。LC3Bの検出にGFP抗体を使用した。
Figure 29
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Figure 29 HeLa細胞において、TIF-IAのノックダウンはrRNA転写を抑制する
HeLa細胞にluciferase (siCont) とTIF-IA (siTIF-IA#1 and #2) に対するsiRNAを60時間処
理した。pre-rRNA量はRT-qPCRによって計測した。実験結果は3回の独立した実験の平均
値+標準偏差を表す。
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Figure 30 HeLa細胞において、TIF-IAのノックダウンは核小体崩壊とLC3のドット形成を誘導
する
HeLa 細胞にsiContとsiTIF-IA#1を60時間処理した。細胞は固定後、nucleolinとLC3Bを検出
するため、nucleolin (赤)抗体とGFP (LC3B;緑)抗体で染色した。 左下のグラフは核小体
が壊れている細胞の割合 (％)を示す。右下のグラフは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドッド
数を示す。実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表す。
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Figure 31 HeLa細胞において、TIF-IAのノックダウンはEGFP-LC3Bのドット形成を誘導
する
HeLa細胞に表記のsiRNAを60時間処理した。細胞を固定し、GFP抗体でLC3Bを染色した。
ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表している。3回の独立した実験
において、150個以上の細胞を評価した。
Figure 32
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Figure 32 HeLa細胞において、TIF-IAのノックダウンはLC3-IからLC3-IIへの転換と、p62の減
少を誘導する。
HeLa細胞にsiContとsiTIF-IA#1を処理し、イムノブロッティングにより解析した。内在性の
LC3を検出するためにLC3抗体を用いた。
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Figure 33 HeLa細胞において、TIF-IAのノックダウンはp62のタンパク質量を減少する
HeLa細胞にsiContとsiTIF-IA#1を処理し、細胞抽出液をイムノブロッティングにより解析
した。グラフは同時刻におけるsiContとsiTIF-IA処理した細胞の、p62のタンパク質量の比
を表している。
Figure 34
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Figure 34 NPMはTIF-IAのノックダウンにより、核小体から局在を変化させる
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont) とTIF-IA (siTIF-IA#1 and #2) に対する
siRNAを60時間処理した。細胞を固定後、NPM抗体 (赤)とDAPI (青)で染色した。
Figure 35
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Figure 35 NPMはPOLR1Aのノックダウンにより、核小体から局在を変化させる
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にluciferase (siCont)とPOLR1A (siPOLR1A#1 and #2)に対する
siRNAを60時間処理した。細胞を固定後、NPM抗体 (赤)とDAPI (青)で染色した。
Figure 36
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Figure 36 NPMのノックダウンは、TIF-IAのノックダウンにより誘導されるEGFP-
LC3Bのドット形成を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にsiRNAを表記した組み合わせで60時間処理した。細胞を固定後、
蛍光顕微鏡を用いて観察した。固定した細胞はnucleolinとLC3Bを検出するため、
nucleolin (赤)抗体とGFP (LC3B;緑)抗体で染色した。 左下のグラフは核小体が壊れてい
る細胞の割合 (％)を示す。右下のグラフは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドッド数を示す。
実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表す。
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20
40
60
80
100
0N
um
be
ro
fp
un
ct
a
(%
)
0-
10
11
-2
0
21
-3
0
31
-4
0
41
-5
0
51
-6
0
>6
0
siCont.
20
40
60
80
100
0N
um
be
ro
fp
un
ct
a
(%
)
0-
10
11
-2
0
21
-3
0
31
-4
0
41
-5
0
51
-6
0
>6
0
siNPM#1
20
40
60
80
100
0N
um
be
ro
fp
un
ct
a
(%
)
0-
10
11
-2
0
21
-3
0
31
-4
0
41
-5
0
51
-6
0
>6
0
siCont.
+
siTIF-IA#1
20
40
60
80
100
0N
um
be
ro
fp
un
ct
a
(%
)
0-
10
11
-2
0
21
-3
0
31
-4
0
41
-5
0
51
-6
0
>6
0
siNPM#1
+
siTIF-IA#1
Histogram of Figure 36
Figure 37NPMのノックダウンは、TIF-IAのノックダウンにより誘導されるEGFP-
LC3Bのドット形成を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記の組み合わせでsiRNAを60時間処理した。細胞を固定し
GFP抗体でLC3Bを染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表
している。3回の独立した実験において、150個以上の細胞を評価した。
Figure 38
siCont.
3.56
siCont.
siTIF-IA#1
+
10.22
siNPM#1
siTIF-IA#1
+
5.04
2 31
Figure 38 NPMのノックダウンは、TIF-IAのノックダウンにより誘導されるオートファ
ジー空胞形成を抑制する
MCF-7細胞に表記の組み合わせでsiRNAを60時間処理し、細胞固定後に電子顕微鏡を用い
て解析した。矢印はオートファジー空胞 (オートファゴソームとオートリソソーム)を示し
ている。バーは1.0 µmを表す。下の値は細胞質の面積あたりのオートファジー空胞の面積
(%)を表す。
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Figure 39 NPMのノックダウンは、TIF-IAのノックダウンにより誘導されるLC3B-Iから
LC3B-IIへの転換を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記の組み合わせでsiRNAを処理した。細胞抽出液をイムノブ
ロッティングにより解析した。LC3Bの検出のためGFP抗体を使用した。
Figure 40
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Figure 40 NPMのノックダウンは、POLR1Aのノックダウンにより誘導されるEGFP-
LC3Bのドット形成を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞にsiRNAを表記した組み合わせで60時間処理した。細胞を固定後、
蛍光顕微鏡を用いて観察した。固定した細胞はnucleolinとLC3Bを検出するため、
nucleolin (赤)抗体とGFP (LC3B;緑)抗体で染色した。 左下のグラフは核小体が壊れてい
る細胞の割合 (％)を示す。右下のグラフは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドッド数を示す。
実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表す。
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Figure 41 NPMのノックダウンは、POLR1Aのノックダウンにより誘導されるEGFP-
LC3Bのドット形成を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記の組み合わせでsiRNAを60時間処理した。細胞を固定し
GFP抗体でLC3Bを染色した。ヒストグラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表
している。3回の独立した実験において、150個以上の細胞を評価した。
Figure 42
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Figure 42 NPMのノックダウンは、POLR1Aのノックダウンにより誘導されるLC3B-Iか
らLC3B-IIへの転換を抑制する
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記の組み合わせでsiRNAを処理した。細胞抽出液をイムノブ
ロッティングにより解析した。LC3Bの検出のためGFP抗体を使用した。
Figure 43
siTIF-IA#1
siNPM#1
siNPM#2
LC3B-I
LC3B-II
NPM
β-Actin
p53
1 2 3 4 5 6
siCont.
Figure 43 NPMのノックダウンは、TIF-IAのノックダウンによるp53のタンパク質量の増
加を抑制しない
MCF-7/EGFP-LC3B細胞に表記のsiRNAを60時間処理した。細胞抽出液を調整し、イムノ
ブロッティングにより解析した。LC3Bを検出するためにGFP抗体を使用した。
Figure 44
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Figure 44 NPMは栄養飢餓によって、核小体局在を変化させない
MCF-7/EGFP-LC3B細胞を通常培地 (Cont.; panels 1, 3, 5 and 7)にbafilomycin A1を加え
ない条件 (panels 1 and 5) と加える条件 (Baf; panels 3 and 7)、もしくは栄養飢餓培地
(HBSS; panels 2, 4, 6 and 8)にbafilomycin A1を加えない条件 (panels 2 and 6)と加える
条件 (panels 4 and 8)で2時間培養した。細胞を固定後、NPM抗体 (赤)とDAPI (青)で染
色し、蛍光顕微鏡を用いて観察した。
Figure 45
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Figure 45 NPMのノックダウンは、栄養飢餓により誘導されるEGFP-LC3Bのドット形成
を抑制しない
MCF-7/EGFP-LC3B細胞を表記の組み合わせでsiRNAを60時間処理した。siRNA処理後、
細胞を通常培地 (Cont.; panels 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 and 15)にbafilomycin A1を加えない条
件 (panels 1, 5, 9 and 13)と加える条件 (Baf; panels 3, 7, 11 and 15)、または栄養飢餓培
地 (HBSS; panels 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 and 16) にbafilomycin A1を加えない条件 (panels
2, 6, 10 and 14)と加える条件 (Baf; panels 4, 8, 12 and 16)で2時間培養した。細胞は固定
後、免疫染色により解析した。実験結果は3回の独立した実験の平均値+標準偏差を表す。
Figure 46
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Histogram of Figure 45
Figure 46 NPMのノックダウンは、栄養飢餓により誘導されるEGFP-LC3Bのドット形成
を抑制しない
MCF-7/EGFP-LC3B細胞を表記のsiRNAの組み合わせで60時間処理した。siRNA処理後、
表記の培養条件で2時間培養した。細胞は固定し、GFP抗体でLC3Bを染色した。ヒストグ
ラムは1細胞あたりのEGFP-LC3Bのドット数を表している。3回の独立した実験において、
150個以上の細胞を評価した。
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Figure 47 NPMのノックダウンは、栄養飢餓により誘導されるLC3B-IからLC3B-IIへの転
換を抑制しない
MCF-7/EGFP-LC3B細胞を表記のsiRNAの組み合わせで、60時間処理した。siRNA処理後、
表記の培養条件で2時間培養した。細胞抽出液を調整し、イムノブロッティングにより解析
した。LC3Bの検出にGFP抗体を用いた。
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Figure 48 核小体崩壊誘導性オートファジーモデル
